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PROCEDF. DE PREPAR ATION DF VIRUS ADENQ- A S SOPTT* S (A A V) 
RECOMBINANTS ET UTILISATIONS 

La presente invention concerne une nouvelle methode de preparation de 
vecteurs derives des virus adeno-associes (AAV) et les cellules utilisees a cet effet. 
5 Plus particulierement, la presente invention concerne un procede de preparation 
d'AAV recombinants au moyen d'un virus auxiliaire animal. L'invention concerne 
egalement l'utilisation des AAV recombinants obtenus, notamment en therapie genique 
et/ou cellulaire. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
10 (mutation, expression aberrant e, etc) ou a assurer I'expression d'une proteine d'interet 
therapeutique par introduction d'une information genetique dans la cellule ou l'organe 
affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit in vitro dans une cellule 
extraite de l'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduce dans I'organisme, soit 
directement in vivo dans le tissu approprie. Differentes techniques ont ete decrites 
pour le transfert de cette information genetique, parmi lesquelles des techniques 
diverses de transfection impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran 
(Pagano et al., J.Virol. 1 (1967) 891), d'ADN et de proteines nucleates (Kaneda et al., 
Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), 
d'ADN et de polylysine, l'emploi de liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 
10431), etc. Plus recemment, l'emploi de vims comme vecteurs pour le transfert de 
genes est apparu comme une alternative prometteuse a ces techniques "physico- 
chimiques de transfection. A cet egard, differents virus ont ete testes pour leur 
capacite a infecter certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, 
HMS, MMS, etc), le virus HSV, les adenovirus et les virus adeno-associes. 

25 Parmi ces virus, les virus adeno-associes (AAV, pour "adeno-associated 

virus"), presentent certaines proprietes attrayantes en vue d'une utilisation pour le 
transfert de genes. Les AAV sont des virus a ADN de taille relativement reduite, qui 
s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent, de maniere stable et site- 
specifique. lis sont capables d'infecter un large spectre de cellules, sans induire d'effet 

30 sur la croissance, la morphologie ou la differenciation cellulaires. Par ailleurs, ils ne 
semblent pas impliques dans des pathologies chez l'homme. 

Le genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient a chaque extremite une region repetee inversee (ITR) 



20 
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de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour le virus. Le reste du 
genome est divise en 2 regions essentielles portant les fonctions d'encapsidation : la 
partie gauche du genome, qui contient le gene rgg implique dans la replication virale et 
l'expression des genes viraux; la partie droite du genome, qui contient le gene cap 
5 codant pour les proteines de capside du virus. Uutilisation de vecteurs derives des 
AAV pour le transf ert de genes in vitro et in vivo a ete decrite dans la litterature (voir 
notamment WO 91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5.139.941, EP 488 528). 
Ces demandes decrivent differentes constructions derivees des AAV, dans lesquelles 
les genes rep et/ou cap sont deletes et remplaces par un gene d'interet, et leur 

10 utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) ou in vivo (directement dans 
un organisme) ledit gene d'interet. 

Toutefois, l'utilisation therapeutique des AAV comme vecteurs pour le 
.transf ert de genes est actuellernent limitee, en raison notamment des risques de 
contamination des AAV recombinants par un virus auxiliaire sauvage, et de 

15 l'utilisation, pour la production des virus recombinants, de lignees cellulaires humaines 
potentiellement tumorigenes. Les AAV ont besoin, pour se repliquer, de la presence 
d'un virus auxiliaire ("helper"). Le terme virus auxiliaire designe tout virus capable 
d'apporter en trans les fonctions necessaires a la replication des AAV. II peut s'agir en 
particulier d'un adenovirus, d'un virus de Therpes ou d'un virus de la vaccine. En 

20 Tabsence d'un tel virus auxiliaire, les AAV restent sous forme latente dans le genome 
des cellules infectees, mais ne peuvent se repliquer et ainsi produire des particules 
virales. Generalement, les AAV recombinants sont done produits par co-transfection, 
dans un lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire humain (par exemple un 
adenovirus), d'un plasmide contenant le gene d'interet borde de deux regions repetees 

25 inversees (ITR) d'AAV et d'un plasmide portant les genes d'encapsidation (genes rep 
et cap) d'AAV. Les AAV recombinants produits sont ensuite purifies par des 
techniques classiques. Cependant, les AAV ainsi obtenus sont generalement 
contamines par du virus auxiliaire sauvage, egalement produit par la cellule 
productrice. La presence de ce virus auxiliaire peut avoir in vivo des consequences tres 

30 nef astes telles que par exemple un effet pathogene ou immunogene. Ce virus auxiliaire 
peut egalement etre responsable d'evenements de recombinaisons, ou induire la 
replication de 1' AAV recombinant et ainsi sa transmission et sa dissemination. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ce probleme. La 
demanderesse a en effet mis au point un procede de production d'AAV recombinants 
35 qui permet de produire des stocks d'AAV recombinants depourvus de virus auxiliaire 
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humain sauvage. Le procede de 1'invention permet egalernent d'eviter Tutilisation de 
cellules productrices potentiellement tumorigenes. Le procede de rinvention repose en 
partie sur la mise en evidence que les AAV recombinants peuvent etre produits eh 
utilisant un virus auxiliaire d'origine animale. La dernanderesse a en effet montre que, 
5 de maniere surprenante, un virus d'origine animale etait capable de trans-complementer 
un AAV humain et, de ce fait, pouvait etre utilise comme virus auxiliaire pour la 
production d'AAV recombinants humains. Ce resultat est particulierement avantageux 
puisque le virus animal utilise comme virus auxiliaire n'est pas capable de se propager 
dans les cellules humaines et qu'aucune pathologie humauie ria ete observee 

10 consecutivement a une infection par un virus animal auxiliaire. De ce fait, meme si les 
preparations d'AAV recombinants obtenues peuvent etre contaminees par du virus 
auxiliaire, celui-ci ne pourra occasioner aucun effet secondaire indesirable in vivo. De 
. plus, le procede de 1'invention permet d'utiliser des lignees de cellules productrices 
animales qui sont depourvues des effets tumorigenes connus pour les lignees humaines 

15 actuellement disponibles. L'invention repose egalernent sur la mise au point de lignees 
cellulaires et de virus auxiliaires particulierement avantageux pour la production 
d'AAV recombinants. 1 

Un premier objet de 1'invention reside done dans un procede de production 
d'AAV recombinants selon lequel la production est realisee en presence d'un virus 
20 auxiliairB animal. 

Plus preferentiellement, la production est realisee dans une lignee cellulaire 
animale infectee par un virus auxiliaire animal. 

L'invention concerne egalernent, d'une maniere generale, Tutilisation d'un 
virus auxiliaire animal pour la preparation d 1 AAV recombinants. 

25 Comme indique ci-avant, le terme virus auxiliaire designe au sens de la 

presente invention tout virus capable d'apporter en trans les fonctions necessaires a la 
replication des AAV. Le virus auxiliaire utilisable dans le procede de rinvention peut 
etre un virus d ! origine canine, bovine, murine, ovine, porcine, aviaire ou encore 
simienne. II est preferentiellement choisi parmi les adenovirus, les virus de Therpes ou 

30 les virus de la vaccine. 

De maniere particulierement avantageuse, on utilise dans le cadre de la 
presente invention un adenovirus d'origine animale. Les adenovirus d'origine animale 
utilisables dans le cadre de la presente invention peuvent etre d'origine diverses, et en 
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particulier, d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al., Virology 

75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). . 

Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les 
serotypes 1 a 10 accessibles a l'ATCC, comme par exemple les souches Phelps ^ 
5 (ATCC VR-432), Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC 
VR-828), J2-A (ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou 
encore les souches referencees ATCC VR-831 a 835. 

Parmi les adenovirus bovins, on peut utiliser les differents serotypes connus, 
et notamment ceux disponibles a TATCC (types 1 a 8) sous les referencesATCC VR- 

10 313, 314, 639-642, 768 et 769. 

On peut egalement utiliser les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et 
E20308 (ATCC VR-528), l'adenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 
(ATCC VR-1340); l'adenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que 
notamment les adenovirus referencee a l'ATCC sous les numeros VR-591-594, 941- 

15 943, 195-203, etc. 

De preference, on utilise dans le cadre de la presente invention, comme virus 
auxiliaire, des adenovirus d'origine canine, et, plus preferentiellement, toutes les 
souches des adenovirus CAV1 et CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait l'objet de nombreuses etudes 

20 structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des adenovirus CAV1 et CAV2 
ont ete decrites dans Tart anterieur (Spibey et al., J. Gen. ViroL 70 (1989) 165), et les 
genes El a, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones et sequences (voir 
notamment Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus Res. 23 (1992) 119, 
WO 91/11525). Comme le montrent les exemples ci-apres, les adenovirus canins sont 

25 capabies de trans-complementer les AAV pour leur replication avec une efficacite 
particulierement importante. 

Ces differents virus d'origine animale peuvent etre obtenus, par exemple, a 
partir de souches deposees dans des collections, puis amplifies dans des lignees 
cellulaires competentes, et eventuellement modifies. Des techniques de production, 

30 isolation et modification d'adenovirus, ou de virus de Therpes ont ete decrites dans la 
litterature et peuvent etre utilisees dans le cadre de la presente invention [Akli et al., 
Nature Genetics 3 (1993) 224; Stratford-Perricaudet et al., Human Gene Therapy 1 
(1990) 241; EP 185 573, Levrero et al., Gene 101 (1991) 195 ; Le Gal la Salle et al., 
Science 259 (1993) 988 ; Roemer et Friedmann, Eur. J. Biochem. 208 (1992) 211 ; 

35 Dobson et al., Neuron 5 (1990) 353 ; Chiocca et al., New Biol. 2 (1990) 739 ; 
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Miyanohara et ah, New Biol. 4 (1992) 238 ; WO91/18088, WO90/09441, 
WO88/10311, W091/11525]. Ces differents virus peuvent ensuite etre modifies, par 
exemple par deletion, substitution, addition, etc. En particulier, ces virus peuvent dans 
certains cas etre modifies pour devenir defectif s pour leur replication. 

5 Comme indique ci-avant, la production des AAV recombinants selon le 

procede de la presente invention est preferentiellement realisee dans une lignee 
cellulaire animale infectee par le virus auxiliaire. 

Generalement, la lignee cellulaire et le virus auxiliaire utilises sont de la meme 
espece. A cet egard, differentes lignees cellulaires animales utilisables dans le cadre de 

10 la presente invention ont ete decrites dans la litterature. Ainsi, parmi les lignees 
canines, on peut citer avantageusement la lignee de cellules renales de levrier GHK 
(Flow laboratories) ou la lignee cellulaire MDCK (ATCC n° CRL6253). Les 
conditions de culture de ces cellules et de preparation des virus ou de 1'ADN viral ont 
ete decrites dans la litterature (voir notamment Macatney et al., Science 44 (1988) 9; 

15 Fowlkes et al., J. Mol. Biol. 132 (1979) 163). D'autres lignees animales (par exemple 
accessibles dans des collections) peuvent egalement etre utilisees. 

Avantageusement, le procede de l'invention met en oeuvre une lignee 
cellulaire canine infectee par un adenovirus canin. 

Plus preferentiellement, le procede de l'invention est realise avec, comme 
20 lignee cellulaire canine, la lignee MDCK ou GHK, ou un derive de celles-ci. On entend 
par lignee derivee toute lignee obtenue a partir de ces lignees et conservant ~ leur 
capacite a produire des AAV recombinants lorsqu'eiles sont cultivees, infect ees et/ou 
transferees dans les conditions appropriees. Des lignees derivees peuvent notamment 
etre obtenues par insertion de genes exogenes, mutagenese, et/ou selection de sous- 
25 clones, le cas echeant. 

Dans un mode prefere de mise en oeuvre de l'invention, la lignee cellulaire 
utilisee possede en outre les fonctions d'encapsidation d'AAV. 

Comme indique avant, les AAV recombinants sont generalement produits par 
cotransfection, dans une lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire, d'un plasmide 
30 contenant le gene d'interet borde de deux regions repetees inversees (ITR) d*AAV et 
d'un plasmide portant les fonctions d'encapsidation d'AAV. Le fait de deleter les 
fonctions d'encapsidation de l'AAV recombinant et de les apporter en trans sur un 
plasmide permet en effet de preparer des AAV recombinants defectifs, c'est-a-dire 
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incapables de produire, apres infection dans une cellule cible, des particules virales 
infectieuses. Les fonctions d'encapsidation d'AAV sont constituees essentiellement par 
les genes rep et cap , ou par tout gene hornologue fonctionnel. Le gene rgg est implique 
dans la replication virale ainsi que dans Texpression des genes viraux, et le gene cap 
5 code pour les proteines d'enveloppe du virus (VP1, VP2 et VP3). Ces genes ont ete 
caracterises et leur sequence a ete decrite dans la litterature (Srivastava et al., J. Virol. 
45 (1983) 555), Un hornologue fonctionnel correspond a tout gene obtenu par 
modification (mutation, suppression, addition, etc) des genes i£g ou cap et presentant 
une activite de meme nature. De tels genes homologues fonctionnels peuvent 

10 egalement etre des genes obtenus par hybridation a partir de banques d'acides 
nucleiques au moyen de sondes correspondant aux genes rgp ou cap. 

Pour permettre la production d'AAV recombinants defectifs, la lignee 
cellulaire selon 1'invention possede done avantageusement les fonctions d'encapsidation 
d'AAV. Plus preferentiellement, la lignee cellulaire utilisee possede une ou plusieurs 

15 copies des genes reg et cap d'AAV, ou de genes homologues fonctionnels. 

Selon la presente invention, les fonctions d'encapsidation d'AAV peuvent etre 
apportees par un plasmide d'encapsidation et/ou par le virus auxiliaire animal utilise 
et/ou etre integrees au genome de la lignee cellulaire. 

Dans un mode de realisation particulier de 1'invention, toutes les fonctions 
20 d'encapsidation sont apportees par un plasmide dit d f encapsidation. Dans ce cas, le 
precede de 1'invention comprend avantageusement la co-transfection d'une lignee 
cellulaire animale infectee par un virus auxiliaire animal, par un vecteur portant un 
gene d'interet et au moins une ITR d'AAV et par ledit plasmide d'encapsidation 
d'AAV. Plus preferentiellement, le plasmide d'encapsidation d'AAV porte au moins les 
25 genes rep et cap d'AAV ou des homologues fonctionnels. 

Dans un autre mode de realisation particulierement avantageux de 1'invention, 
les fonctions d'encapsidation sont apportees par le virus auxiliaire animal utilise et/ou 
sont integrees au genome de la lignee cellulaire. Dans ce cas, le precede de 1'invention 
comprend la transfection d'un vecteur portant un gene d'interet et au moins une ITR 
30 d'AAV dans une lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire animal et contenant les 
fonctions d'encapsidation (integrees au genome et/ou portees par le virus auxiliaire). 
Ce mode de realisation est particulierement avantageux car il permet d'eviter l'emploi 
d'un plasmide d'encapsidation. 
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Plus preferentiellement, dans le procede de l'invention, le gene rep d'AAV, ou 
un homologue fonctionnel de celui-ci, est integre au genome de la lignee cellulaire et le 
gene cap d'AAV, ou un homologue fonctionnel de celui-ci, est porte par le virus 
auxiliaire animal. Dans une autre variante preferee de mise en oeuvre de l'invention, on 
5 utilise une lignee cellulaire comprenant, inseres dans son genome, les genes £gp et £2p 
d'AAV ou des genes homologues fonctionnels. Dans ce mode prefere, les genes rep et 
cap d'AAV ou leurs homologues fonctionnels peuvent etre introduits sur une 
construction unique ou, sequentiellement, sur des constructions separees. Dans ces 
differents modes de realisation, les fonctions d'encapsidation peuvent etre placees sous 

10 le controle de leur propre promoteur, de promoteurs heterologues ou de promoteurs 
artificiels. Avantageusement, les fonctions d'encapsidation sont placees sous le 
controle d'elements de regulation de la transcription inductibles, permettant d'induire 
ou de reprimer l'expression des fonctions d'encapsidation selon les conditions. De 
maniere particulierement avantageuse, dans les constructions de l'invention, le gene rep 

15 d'AAV, ou un gene homologue fonctionnel, est place sous le controle d'un promoteur 
inductible. 

Toujours dans une autre variante preferee de mise en oeuvre de Tinvention, 
on utilise un virus auxiliaire comprenant, dans son genome, les genes rep et cap d'AAV 
ou des genes homologues fonctionnels. 
20 La demanderesse a en effet rnontre qu'il est possible d'inserer les fonctions 

d'encapsidation, ou certaines d'entre-elles, directement dans le genome du virus 
auxiliaire utilise. De la meme maniere, la demanderesse a egalement montre qu'il est 
possible d'inserer les fonctions d'encapsidation, ou certaines d'entre-elles, de maniere 
stable, directement dans le genome de la lignee cellulaire utilisee. 

25 A cet egard, l'invention a egalement pour objet toute lignee cellulaire animate 

infectable par un virus auxiliaire pour la production d'AAV recombinants, comportant 
tout ou partie des fonctions d'encapsidation d'AAV integrees dans son genome. 
Preferentiellement, l'invention concerne toute lignee cellulaire animate comportant le 
gene rep d'AAV ou un gene homologue fonctionnel, integre dans son genome. Dans 

30 un autre mode prefere, l'invention concerne toute lignee cellulaire animate comportant 
les genes rep et cap d'AAV ou des genes homologues fonctionnels, integres dans son 
genome. 

De maniere particulierement avantageuse, il s'agit d'une lignee cellulaire 
canine, telle que par exemple une lignee obtenue a partir des lignees MDCK ou GHK. 
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Les lignees cellulaires de l'invention peuvent etre obtenues par transfection 
d'un fragment d'ADN portant la ou les fonctions d'encapsidation d'AAV sous controle 
de signaux d'expression. La transfection peut etre realisee par toute technique connue 
de l'homme du metier (precipitation au phosphate de calcium, lipofection, 
5 electroporation, utilisation de liposomes, etc). Preferentiellement, la transfection est 
realisee en presence de phosphate de calcium (voir exemple 5). Pour controler 
l'expression des fonctions d'encapsidation, differents signaux d'expression peuvent etre 
utilises. II peut s'agir en particulier des propres promoteurs des genes rep. ou cap, de 
promoteurs heterologues ou meme synthetiques. Dans un mode de realisation 
10 particulierement interessant, dans les lignees cellulaires selon l'invention, les fonctions 
d'encapsidation d'AAV sont placees sous le controle de promoteurs inducibles (LTR- 
MMTV, Tc, etc). L'emploi de tels promoteurs est particulierement avantageux puis 
qu'il permet de moduler l'effet du gene rep notamment sur le virus auxiliaire utilise. 
L'invention a done egalement pour objet toute lignee cellulaire infectable par un virus 
15 auxiliaire pour la production d'AAV recombinants, comportant tout ou partie des 
fonctions d'encapsidation d'AAV integrees dans son genome, sous le controle d'un ou 
plusieurs promoteurs inductibles. 

Dans le cas d'une lignee comportant les genes igp et cap d'AAV (ou des 
homologues fonctionnels), ces genes peuvent etre transfectes soit sur une construction 
20 unique, soit, de maniere sequentielle, sur deux constructions separees. Ce deuxieme 
mode de preparation est particulierement avantageux puisqu'il limite au maximum les 
evenements de recombinaison. Les lignees ainsi obtenues sont done particulierement 
stables. Par ailleurs, de maniere avantageuse, la construction utilisee pour la 
transfection porte egalement un gene permettant la selection des cellules 
25 transformees, et par exemple le gene de la resistance a la geneticine. Le gene de 
resistance peut egalement etre porte par un fragment d'ADN different, co-lransfecte 
avec le premier. 

Apres transfection, les cellules tranformees sont selectionnees (par exemple 
pour leur resistance a la geneticine) et leur ADN est analyse par Northen blot pour 
30 verifier Integration du ou des fragments d'ADN (dans le cas de 1'utilisation de 2 
constructions separees) dans le genome. La capacite des cellules obtenues a 
encapsider des AAV peut ensuite etre testee par infection au moyen d'un AAV 
recombinant depourvu desdites fonctions. 

L'invention a egalement pour objet tout virus auxiliaire pour la production 
35 d'AAV recombinants comprenant, insere dans son genome, tout ou partie des 
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fonctions d'encapsidation des AAV. Plus preferentiellement, l'invention conceme tout 
virus auxiliaire pour la production d'AAV recombinants comprenant, insere dans son 
genome, le gene rep d'AAV ou un gene homologue fonctionnel. Toujours 
preferentiellement, l'invention conceme tout virus auxiliaire pour la production d'AAV 

5 recombinants comprenant, inseres dans son genome, les genes rgp et cap d'AAV ou 
des genes homologues fonctionnels. 

Avantageusement, le virus auxiliaire pour la production d'AAV recombinants 
est un adenovirus. Les adenovirus comprenant les fonctions d'encapsidation des AAV 
selon l'invention peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un 

10 adenovirus et un plasmide portant entre autre lesdites fonctions d'encapsidation. La 
recombinaison homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et 
plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. A titre d'exemple de lignee, on peut 
mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 
36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du 

15 genome d'un adenovirus Ad5 (12 %), ou la lignee MDCK. Ensuite, les vecteurs qui se 
sont multiplies sont recuperes et purifies selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire. 

Encore plus particulierement, l'adenovirus est un adenovirus d'origine 
humaine, de preference choisi parmi les adenovirus Ad2 et Ad5; ou animale, de 

20 preference choisi parmi les adenovirus canins (CAV1 et CAV2). Les fonctions 
d'encapsidation d'AAV peuvent etre introduces dans differentes regions du genome du 
virus auxiliaire de l'invention. Avantageusement, les fonctions d'encapsidation sont 
inserees dans une region ne perturbant pas la capacite du virus de transcomplementer 
les AAV. II est egalement possible d'inserer les fonctions d'encapsidation dans une 

25 region fonctionnelle du genome du virus auxilaire, laquelle region etant alors apportee 
en trans, soit par un plasmide, soit par la lignee cellulaire utilisee. Ainsi, concernant les 
adenovirus humains Ad2 ou Ad5, U est possible par exemple d'inserer le gene £§p, le 
gene cap ou les genes rep et cap en remplacement du gene El. L'adenovirus obtenu 
peut etre utilise comme virus auxiliaire pour la production d'AAV recombinants dans 

30 la lignee cellulaire 293, qui porte le gene El dans son genome (voir exemple 6). 

Le procede de l'invention permet ainsi la production d'AAV recombinants 
utilisables therapeutiquement. Les AAV recombinants obtenus peuvent etre tout AAV 
dont le genome au moins a ete modifie par insertion d'un gene d'interet. Comme 
indique ci-avant, differents types d'AAV recombinants ont ete decrits dans l'art 
35 anterieur (WO 91/18088; WO 93/09239; US 4.797,368, US5.139.941, EP 488 528). 



BNSOOaD- <WO 9S20671A1> 



WO 95/20671 



PCT/FR95/00054 



10 

Generalement, ces AAV comprennent des deletions partielles ou totales dans les genes 
rep et/ou cap, au niveau desquelles un gene d'interet est insere. Ces AAV 
recombinants peuvent etre prepares a partir des differents serotypes d'AAV, tels que 
les A A VI, AAV2, AAV3 et AAV4, et, preferentiellernent, a partir des souches 
5 AAV2. Concernant le gene d'interet, il peut s'agir en particulier d'un gene 
therapeutique. 

Au sens de l'invention, on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut 

10 etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est 
normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune 
pathologie). Dans ce cas, l'expression d'une proteine permet par exemple de pallier 
une expression insuffisante dans la cellule ou l'expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 

15 proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique 
peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une 
proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente 
dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler une reponse 

20 immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance (erythropoietic, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, etc), les neurotransmetteurs 

25 ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les facteurs trophiques : BDNF, CNTF, 
NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, HARP/pleiotrophine, etc; les 
apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la lipoproteine lipase 
(LPL), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la proteine CFTR 
associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 

30 DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, les genes intervenant dans la reparation de 
TADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence 
antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de controler l'expression de 
35 genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
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exemple. etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d'ARNm 
cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. Les antisens comprennent egalement les sequences codant pour 
des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN cibles (EP 321 
5 201). 

Le gene d'interet peut egalement comporter une ou plusieurs sequences 
codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez rhomme ou ranimal une 
reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre de l'invention, les 
AAV recombinants peuvent etre utilises pour la realisation soil de vaccins soit de 
10 traitements immunotherapeutiques appliques a rhomme ou a l'animal, notamment 
contre des microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de 
peptides antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de 
l'hepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de 
tumeurs (EP 259 212). 

15 Preferentiellement, le gene d'interet comprend egalement des sequences 

permettant son expression dans la cellule ou l'organe desire. II peut s'agir des 
sequences qui sont naturellement responsables de l'expression du gene considere 
lorsque ces sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. U peut 
egalement s'agir de sequences d'origine differente (responsables de l'expression 

20 d'autres proteines, ou meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de- sequences 
promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de -sequences 
promotrices issues du genome de la cellule que l'on desire infecter. De meme, il peut 
s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut 
citer par exemple les promoteurs des genes E1A. MLP, CMV, LTR-RSV, etc. En 

25 outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 
d'activation, de regulation, ou conferant au gene d'interet une specificite d'expression 
tissulaire. 

Par ailleurs, le gene d'interet peut egalement comporter une sequence signal 
dirigeant le produit therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule 
30 cible. Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit 
therapeutique, mais il peut egalement s'agir de toute autre sequence signal 
fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 
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Les AAV recombinants prepares selon la presente invention peuvent etre 
utilises pour le transfer! de genes d'interet in vitro, ex vivo ou in vivo. In vitro, ils 
peuvent permettre de transferer un gene a une lignee cellulaire, par exemple en vue 
de produire une proteine recombinante. Ex vivo, ils peuvent etre utilises pour 
5 transferer un gene sur une population de cellules prelevee a partir d'un organisme, 
eventuellement selectionnee et amplifiee, dans le but de conferer a ces cellules des 
proprietes desirees en vue de leur readministration a un organisme. In vivo, ils 
peuvent etre utilises pour le transfert de genes par administration directe d'une 
solution purifiee, eventuellement associee a un ou plusieurs vehicules 
10 pharmaceutiques. Dans ce dernier cas, les AAV recombinants peuvent etre formules 
en vue d'administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, 
parenterale, intranasals intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 
• transdermique, etc. De preference, ils sont associes a un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour 
une injection directe au niveau de l'organe desire. II peut s'agir en particulier de 
solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, 
qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Les doses d'AAV utilisees pour 1'injection ainsi 
que le nombre d'administrations peuvent etre adaptees en fonction de differents 
parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la 
pathologie concemee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. 

La presente invention fournit ainsi une methode particulierement 
avantageuse pour la preparation d'AAV recombinants utilisables therapeutiquement, 
25 notamment dans une methode de traitement de maladies, comprenant l'administration 
in vivo d'un AAV recombinant contenant un gene apte a coniger ladite maladie. Plus 
particulierement, cette methode est applicable aux maladies resultant d'une deficience 
en un produit proteique ou nucleique et le gene d'interet code pour ledit produit 
proteique ou contient ledit produit nucleique. 

30 La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 

qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 



20 
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* Techniques generates de Biologie Moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
5 purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
Tethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de Thomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al. ( "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
10 Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
15 par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a Tethanol puis incubes en presence de 
l'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
20 specifications du fournisseur. La destruction des extremites 3 l proeminentes est 
effectuee en presence de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
recommandations du fabricant La destruction des extremites 5* proeminentes est 
effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
25 etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

Lamplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 22Q (1985) 
1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut 
30 etre effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la 
methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 
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Legende des figures 

Figure 1 : Representation du plasrnide pREP-CAP 
Figure 2 : Representation du plasrnide pAAV-EPO-NEO 
Figure 3 : Representation du plasrnide pAd-RepCap 

5 EXEMPLE 1 - Construction du plasrnide d'encapsidation pREP-CAP 

Cet exemple decrit la construction d'un plasrnide dit d'encapsidation portant 
les fonctions necessaires a Tencapsidation d'un AAV recombinant Plus precisement, ce 
plasrnide, designe pREP-CAP porte les genes rep et cap de TAAV2. 

Le plasrnide pREP-CAP a ete construit de la maniere suivante : Le genome 
10 de TAAV2 delete de ses ITR a ete isole a partir du plasrnide p201, par digestion au 
moyen de l'enzyme Xbal. Le plasrnide p201 contient Tensemble du genome de TAAV2 
clone au site PvuII du plasrnide pEMBL8 (Samulski et aL, J. Virol. 61 (1987) 3096). 
Le fragment ainsi obtenu, portant les genes rep et cap a ensuite ete clone au site Xbal 
du plasrnide Bluescript (Stratagene). La structure de ce plasrnide est representee sur la 
15 figure 1. 

EXEMPLE 2 - Construction du plasrnide AAV pAAV-EPO-NEO 

Cet exemple decrit la construction d'un plasrnide AAV portant le cDNA 
codant pour l'erythropoietine, un gene marqueur, et deux ITR d , AAV2. Ce plasrnide a 
ete designe pAAV-EPO-NEO (figure 2). 

20 Pour la construction de ce plasrnide, une cassette d'expression a ete preparee 

contenant le cDNA codant pour Terythropoietine (cynomolgus) sous controle du LTR 
du virus du sarcome de rous (RSV), suivi du gene neo conferant la resistance a la 
neomycine sous controle du promoteur precoce du virus SV40. Cette cassette a 
ensuite ete inseree aux sites SacII-Kpnl du plasrnide p201, en remplacement du 

25 fragment correspondant contenant les genes rep et cap (figure 2). 

EXEMPLE 3 - Production d'adenovirus canin CAV2 dans la lignee cellulaire MDCK 

Cet exemple decrit la production d'adenovirus canin CAV2 dans la lignee 
cellulaire canine MDCK. 
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Les cellules MDCK ont ete cultivees dans un milieu DMEM supplement^ 
par 10 % de serum de veau (voir aussi Mcatney et al., Science 44 (1988) 9 pour les 
conditions de culture). Les cellules a confluence ont ensuite ete infectees par une 
suspension de virus CAV2 (environ 5 pfu/cellule). 30 a 48 heures apres l'infection, 
5 les cellules infectees ont ete recoltees et concentrees par centrifugation. Le culot 
obtenu peut etre utilise pour purifier les adenovirus CAV2 sur chlorure de cefcium. 
Toutefois, si les titres sont trop faibles, le culot est preferentiellement soumis a un 
cycle de congelation-decongelation, puis le surnageant obtenu est utilise pour 
amplifier les virus CAV2. Pour cela, le surnageant est utilise pour reinfected dans les 
10 memes conditions, les cellules MDCK, puis le protocole decrit ci-dessus pour la 
recuperation des virus est repete. Ce procede permet d'obtenir une solution purifiee 
d'adenovirus CAV2 utilisable comme virus auxiliaire pour la production d'AAV 
recombinants. 

EXEMPLE 4 - Production d'AAV recombinant portant le gene de rerythropoietine 
15 dans la lignee cellulaire MDCK infectee par un adenovirus auxiliaire canin. - 

Cet exemple decrit la production d'un AAV recombinant portant le gene de 
l'erythropoietine dans la lignee cellulaire MDCK infectee par l'adenovirus canin CAV2. 

Les cellules MDCK (50 % de la confluence) ont ete infectees avec 5-10 
pfu/cellule d'adenovirus CAV2 prepare dans les conditions de Texemple 3. Quatre a 6 

20 heures apres l'infection, les cellules ont ete co-transfectees par lipofection (Fegner et 
al., PNAS 84 (1987) 7413) avec 5 de plasmide pAAV-EPO-NEO et 5 \±g de 
plasmide pREP-CAP. 48 a 72 heures apres, les cellules ont ete recoltees et sournises a 
plusieurs cycles de congelation-decongelation. La suspension obtenue a ensuite ete 
centrifugee (15 minutes a 4000 tour/min), puis le surnageant contenant les AAV 

25 recombinants a ete recupere et chauffe a 56°C pendant 30 minutes. 

Pour verifier le pouvoir infectieux et Texpression de rerythropoietine, des 
echantilions du surnageant ont ete utilises pour infecter des cellules Hela. Les cellules 
Hela sont issues d'un carcinome de l'epithelium humain. Cette lignee est accessible a 
l'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions permettant sa culture. 24 heures apres 

30 l'infection, les cellules et le surnageant ont ete recoltes. La presence du genome de 
TAAV-EPO recombinant dans ces cellules a ensuite ete confirmee par des 
experiences d'hybridation en "southern blot" sur l'ADN cellulaire extrait selon la 
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technique de Hirt (Gluzman et Van Doren, J. Virol. 45 (1983) 91). De plus, la 
presence d'erythropoietine dans le surnageant a ete demontree par test biologique. 

Ces resultats montrent clairement que des AAV recombinants peuvent etre 
prepares efficacement dans un systeme animal (lignee cellulaire et virus auxiliaire). 

5 EXEMPLE $ - Construction de lignees cellulaires contenant les fonctions 
d'encapsidation d'AA V. 

Cet exemple decrit la construction de lignees cellulaires contenant tout ou 
partie des fonctions d'encapsidation d'AAV. Ces lignees permettent la construction 
d'AAV recombinants selon l'invention deletes pour ces regions, sans avoir recours a 
10 un plasmide d'encapsidation, Ces virus sont obtenus par recombinaison in vivo, et 
peuvent comporter des sequences heterologues importantes. 

Les lignees de 1'invention sont construites par transfection des cellules 
correspondantes par un fragment d'ADN portant les genes indiques sous le controle 
d'un promoteur de la transcription et d'un terminateur (site de polyadenylation). 
15 L a transfection peut etre realisee de differentes manieres, et notamment en 

presence de phosphate de calcium, par lipofection, electroporation, etc. Dans cet 
exemple, la transfection est realisee en presence de phosphate de calcium. 

Le terminateur peut etre soit le terminateur naturel du gene transfecte, soit 
un terminateur different comme par exemple le terminateur du messager precoce du 
20 virus SV40. 

Dans les lignees cellulaires decrites, les- genes reg et/ou £ap sont places sous 
le controle d'un promoteur inductible : le LTR de MMTV (Pharmacia), qui est induit 
par la dexamethasone. II est entendu que d'autres promoteurs peuvent etre utilises, et 
notamment des variants du LTR de MMTV portant par exemple des regions 

25 heterologues de regulation (region "enhancer" notamment), ou le promoteur 
tetracycline (Tc). Par ailleurs, comme indique dans la description, le promoteur peut 
egalement etre le propre promoteur du gene utilise. 

Avantageusement, le fragment d'ADN porte egalement un gene permettant la 
selection des cellules transformees. II peut s ! agir en particulier d'un gene de resistance 

30 a un antibiotique, tel que par exemple le gene de la resistance a la geneticine. Ce gene 
marqueur peut egalement etre porte par un fragment d'ADN different, co-transfecte 
avec le premier. 

Apres transfection, les cellules tranformees sont selectionnees (resistance a 
la geneticine) et leur ADN est analyse par Northen blot pour verifier Integration du 
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ou des fragments d'ADN (dans le cas de l'utilisation de 2 constructions separees) dans 
le genome. Les cellules sont ensuite testees pour leur capacite a encapsider des AAV 
recombinants apres infection par le virus auxiliaire et transfection avec un plasmide 
AAV appropries. 

5 Cette technique permet d'obtenir les Hgnees cellulaires suivantes : 

1. Cellules MDCK possedant le gene rep sous controle du LTR de MMTV; 

2. Cellules MDCK possedant les genes rep et £ap , sur un meme fragment 
d'ADN, sous controle du LTR de MMTV; 

3. Cellules MDCK possedant les genes rep et cap , sur 2 fragments d'ADN 
10 distincts, sous controle du LTR de MMTV 

EXEMPLE 6 - Construction d'un adenovirus contenant les fonctions d'encapsidation 
d'AAV. 

Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus contenant les genes rep et 
cap d'AAV inseres dans son genome. L'adenovirus Ad-RSV.Rep-Cap a ete obtenu par 
15 recombinaison homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad.dll324 
[Thimmappaya et al., Cell 31 (1982) 543] et le vecteur pAd.RSV. Rep-Cap. , 

6.1. Construction du plasmide pAd.RSV.Rep-Cap (figure 3) 

Le plasmide pAd.RSV.Rep-Cap a ete construit a partir du plasmide 
pAd.RSV.BGal [Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest. (1992) 626] par 

20 substitution du gene fi-gal par un fragment d'ADN portant les genes rep et cap d'AAV. 

Pour cela, le fragment Xbal contenant le genome de TAAV2 delete de ses 
ITR a ete isole a partir du plasmide p201 (Cf exemple 1), Ce fragment a ensuite ete 
sous-clone au site Xbal du plasmide Bluescript. Cette etape permet ensuite d'isoler le 
fragment comportant les genes rep et cap d'AAV sous forme d'un fragment Notl-ClaL 

25 Ce fragment a ensuite ete clone aux sites Xbal (situe apres 1'l lK gauche) et Clal (situe 
avant PIX de I'AdS) du vecteur pAd.RSV.BGal, resultant en la substitution du gene 
Bgal par les genes rep et cap . 

6.2. Construction de l'adenovirus recombinant defectif Ad.RSV.Rep-Cap 

Le plasmide p Ad.RSV.Rep-Cap et l'adenovirus Ad.dll324 linearise par 
30 l'enzyme Clal, sont co-transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de 
calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants 
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ainsi generes sont selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, l'ADN de 
l'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment 
5 Graham et al., Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad.RSV.Rep-Cap peut etre 
conserve a -80°C dans 20 % de glycerol. 

La meme strategic peut etre repetee en inserant seulement Tun des genes rep 
ou cap. Par ailleurs, Tinsertion peut etre realisee en des sites differents du genome de 
Tadenovirus. 
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PRVF.NDTCATIONS 

1. Procede de production de virus adeno-associes (AAV) recombinants 
caracterise en ce que la production est realisee en presence d'un virus auxiliaire animal. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que la production est 
5 realisee dans une lignee cellulaire animale infectee par un virus auxiliaire animal. 

3. Procede selon les revendications 1 ou 2 caracterise en ce que le virus 
auxiliaire animal est un virus d'origine canine, bovine, murine, ovine, porcine, aviaire 
ou simienne. 

4. Procede selon la revendication 3 caracterise en ce que le virus auxiliaire 
10 animal est choisi parmi les adenovirus, les virus de 1'herpes et les virus de la vaccine. 

5. Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que le virus auxiliaire 
animal est un adenovirus. 

6. Procede selon la revendication 5 caracterise en ce que le virus auxiliaire 
animal est tin adenovirus canin. 

15 7. Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que le virus auxiliaire 

animal est choisi parmi les souches CAV-1 et CAV-2. 

8. Procede selon les revendication 6 ou 7 caracterise en ce que la production 
esr realisee dans une lignee cellulaire canine. 

9. Procede selon la revendication 8 caracterise en ce que la lignee cellulaire 
20 est la lignee MDCK ou GHK ou un derive de celles-ci. 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que la lignee cellulaire possede en outre les fonctions d'encapsidation 
d'AAV. 

11. Procede selon la revendication 10 caracterise en ce que les fonctions 
25 d'encapsidation d'AAV sont constitutes par les genes rep et cap d'AAV ou des 

homologues fonctionnels, eventuellement places sous le controle d'elements de 
regulation de la transcription heterologues. 
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12. Procede selon la revendication 10 ou 11 caracterise en ce que les 
fonctions d'encapsidation d'AAV sont apportees par un plasmide d'encapsidation et/ou 
par le virus auxiliaire animal et/ou sont integrees au genome de la lignee cellulaire. 

13. Procede selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene rgp 

5 d'AAV, ou un homologue fonctionnel de celui-ci, est integre au genome de la lignee et 

le gene cap d'AAV, ou un homologue fonctionnel de celui-ci, est porte par le virus 
auxiliaire animal. 

14. Procede selon la revendication 12 caracterise en ce que les genes rep et 
cap d'AAV ou des genes homologues fonctionnels sont integres dans le genome de la 

10 lignee cellulaire 

15. Procede selon la revendication 12 caracterise en ce que les genes rgp et 
cap d'AAV ou des genes homologues fonctionnels sont portes par le virus auxiliaire . 

16. Utilisation d'un virus auxiliaire animal pour la preparation d'AAV 
recombinants. 

15 17 • Lignee cellulaire animale infectable par un virus auxiliaire pour la 

production d'AAV recombinants, comportant tout ou partie des fonctions 
d'encapsidation d'AAV integrees dans son genome. 

18. Lignee cellulaire infectable par un virus auxiliaire pour la production 
d'AAV recombinants, comportant tout ou partie des fonctions d'encapsidation d'AAV 

20 integrees dans son genome, sous le controle d'un ou plusieurs promoteurs inductibles. 

19. Lignee cellulaire selon la revendication 17 ou 18 caracterisee en ce qu'elle 
comporte le gene rep d'AAV ou un gene homologue fonctionnel integre dans son 
genome. 

20. Lignee cellulaire selon la revendication 17 ou 18 caracterisee en ce qu'elle 
15 comporte les genes rep et cap d'AAV ou des genes homologues fonctionnels integres 

dans son genome. 

21. Lignee cellulaire selon la revendication 18 caracterisee en ce que le 
promoteur inductible est choisi parrni le LTR de MMTV ou le promoteur Tc. 
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22. Lignee cellulaire selon la revendication 17 caracterisee en ce qu'elle est 
obtenue a partir des lignees MDCK ou GHK. 

23. Virus auxiliaire pour la production d'AAV recombinants comprenant, 
insere dans son genome, tout ou partie des fonctions d'encapsidation d'AAV. 

5 24. Virus auxiliaire selon la revendication 23 caracterise en ce qu'il comprend, 

insere dans son genome, le gene rep d'AAV ou un gene homologue fonctionnel. 

25. Virus auxiliaire selon la revendication 23 caracterise en ce qu'il comprend, 
inseres dans son genome, les genes rep et cag d'AAV ou des genes homologues 
fonctionnels. 

10 26. Virus auxiliaire selon Tune des revendications 23 a 25 caracterise en ce 

qu'il s'agit d'un adenovirus. 

27. Virus auxiliaire selon la revendication 26 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
adenovirus humain, de preference choisi parmi les adenovirus Ad2 ou Ad5. 

28. Virus auxiliaire selon la revendication 26 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
15 adenovirus animal. 

29. Virus auxiliaire selon la revendication 28 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
adenovirus canin, de preference choisi parmi les adenovirus CAV1 et CAV2. 
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Figure 3 
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